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In beenmerg worden continu B lymphocyten gegenereerd door proliferatie en differentiatie
van pluripotente hemopoietische stamcellen. De differentiatie van B lymphocyten gaat
gepaard met differentiele expressie van een aantal genen. Met behulp van antilichamen
specifiek voor de gen-producten van deze genen kunnen zo diverse stadia van differentiatie
fenotypisch worden gekarakteriseerd. Bestaande merkers zijn de immuunglobuline gen
producten, het enzym "terminal deoxynucleotidyl transferase" (TdT) en het "leukocyte
common antigen" (L-CA). Zoals beschreven in de hoofdstukken 2 en 3 heb ik gezocht naar
additionele merkers om meer stadia van I3-lymphocytopoiese te kunnen definieren. Hiervoor
heb ik monoclonale antistoffen (Mab) tegen rat beenmerg cellen geproduceerd. Een van de
verschillende Mab welke ik verkreeg was HIS50 dat een molecuul herkent dat aanwezig
is op de meerderheid van de B lymfoiede cellen, zowel in beenmerg als in de perifere
2lymfoiede organen. Biochemische karakterisatie van het HIS50 antigeen liet zien dat het
gedeeltelijk verwijderd kon worden van de celmembraan door behandeling met
"phosphatidylinositol-phospholipase-C", hetgeen aangeeft dat tenminste een gedeelte van de
moleculen verankerd zit in de celmembraan via een "glycophosphatidylinositol" deel. Ik heb
de HIS50 antigeen distributie geanalyseerd binnen subpopulaties van B-lymfoiede cellen in
beenmerg die gedefinieerd zijn door Thy-l, L-CA, TdT, p zwaÍe keten en r lichte keten.
Het HIS50 antigeen bleek tot expressie te worden gebracht door een gedeelte van de L-
CA*TdT. Ig-and TdT. cel populaties, en door alle p. pre-B and B cellen. De toevoeging
van HIS50 Mab aan de bestaande merkers liet de detectie toe van een subpopulatie van vrij
grote, waarschijnlijk B lymfoiede cellen (L-CA. HIS50'TdT Ig'cellen) die 7,6Vo van de
beenmerg kemhoudende cellen voÍïnen. In Hoofdstuk 2 stel ik een model van B-
lymfocytopoiese voor in rattebeenmerg waarbij ik tevens rekening houd met bestaande
functionele, fenotypische, genotypische en kinetische data.
Andere Mab die uit dezelfde fusie kwamen en beenmerg subpopulaties identificeerden
waren HIS49 dat een molecuul herkent dat aanwezig is op erythroiede cellen, HIS43 dat
een molecuul op sinusendoteel en stromale elementen in beenmerg herkent, en HIS51 dat
het Thy-l molccuul herkent. Deze Mab werden gebruikt in topografrsche studies van
beenmerg (Hoofdstukken 3 Vm 5).
Om het micromilieu van B lymfocytopoiese te onderzoeken heb ik een methode ontwikkeld
om cryo-coupes van botjes van muizen en ratten te snijden, en om die vervolgens te
kleuren mbv. (dubbel) immuunÍluorescentie n immuunperoxidase. Hoofdstuk 3 rapporteert
het gebruik van deze methode bij het bestuderen van de expressie van een aantal antigenen
door hemopoietische cel subpopulaties. Ik laat de locatie zien van hemopoietische voorloper-
cellen (Thy-1), en myeloiede cellen (Mac-1) in muizebeenmerg, en vroege hemopoietische
voorlopers en lyrnfoiede cellen in rattebeenmerg. In muizebeenmerg zijn nieuwe
bevindingen: (i) de verspreide locatie van vroege hemopoietische voorlopers over het gehele
merg, en (ii) de aanwezigheid van Thy-l. stromale cellen, hoofdzakelijk subendosteaal. In
rattebeenmerg een belangrijke vondst is die van een subendosteaal gebied, van ongeveer 12
tot 14 hemopoietische ccllagen dik dat gekarakteriseerd wordt door hoge dichtheid van Thy-
1, en de afwezigheid van erythroiede cellen. Dubbel-immuunfluorescentie voor merkers die
tot expressie worden gebracht door erythroiede cellen en macrofagen liet zien dat
erythroiede cellen vaak in grote groepen voorkomen, in de directe omgeving van individuele
macrofagen. Macrofagen waren uniform gedistribueerd over het merg.
Deze studie laat duidelijk een tweedeling van het merg zien: een subendosteaal gebied en
een centraal merg gebied.
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Vervolgens heb ik de distributie van verschillende B lymfoiede subpopulaties, gedefinieerd
door TdT, p en K, in beenmerg onderzocht. Daarbij kwam ik een vergelijkbare tweedeling
van beenmerg gebieden tegen als die voor Thy-l. Tnwel TdT* cellen als pre-B cellen
kwamen subendosteaal in hogere frequentie voor dan centraal, terwijl B lymfocyten over
het gehele merg gedistribueerd waren, gedeeltelijk in de beenmerg sinussen. In deze studie
kwam ik groepen van TdTt cellen en pre-B cellen tegen. Met het idee dat zulke groepen
afstammeling cellen van een enkele oudercel zouden kunnen zijn heb ik de groepering van
de cellen mathematisch geanalyseerd, waarbij ik enkele (kleine) afwijkingen van "random"
verdelingen vond. Vervolgens heb ik chimere ratten geconstrueerd om met een meer directe
aanpak de clonale samenstelling van deze groepen cellen vast te stellen (hoofdstuk 5). Ik
heb foetale levercellen i.p. ingespoten in niet bestraalde pasgeboren rades. RT7 (CM5, L-
cA) fungeerde als merker-systeem om twee congene rattestammen van elkaar te
onderscheiden. In deze chimeren, lagen de donor afkomstige cellen verspreid tussen de
gastheer/vrouw cellen, en ik vond geen aanwijzing voor clonale oorsprong van de groepen
TdT., pre-B of B celien. Dit betekent dat de mathematisch afgeleide afwijkingen van
random groepering in hoofdstuk 4 hun oorsprong hebben in andere oorzaken dan groepering
van cellcn die van een oudercel aíkomstig zijn.
Vervolgens heb ik diezelfde chimere dieren gebruikt voor een analyse van de klonale
opbouw van het lymfoiede systeem (Hoofdstuk 5). Analyse van de donor afkomstige cellen
in situ liet zien dat (i) in jong adulte ratten, zowel de vroege B als T lymfocyt vorming
zeer polyclonaal is, dat wil zeggen dat veel hemopoietische stamcellen en prothymocyten
en/of intrathymale stamcellen bijdragen aan de productie van lymphocyten op een bepaald
tijdstip, en (ii) zowel in de thymus als in becnmerg blijken afstammelingen van oudercellen
zich snel te verspreiden.
Daamaast blcken er in de thymus verschillen te zUn in donorcel proportie tussen
verschillende lobuli. Een mathematische analyse van deze verschillen gaf ongeveer 17 rot
18 celdelingen aan in de cortex van de thymus.
In de milt, 5 dagen na antigene stimulatie met schape rode bloed cellen, bleken de
kiemcentra oligoklonaal tot ontwikkeling te zijn gekomen.
t
I
t
t
I
LI
I
t
t
\
c
